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Insulin- like growth factor binding 
protein und seine Verwendung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Peptide mit 
zellprolif erativen und zellprotektiven Eigenschaf ten, Kom- 
plexe der Peptide mit humanem Insulin-like growth factor I 
und II sowie die damit in Verbindung stehenden Nucleinsauren, 
Antisensenucleotide, Antikorper und Inhibitoren. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Peptide mit der 
Aminosauresequenz der Formel 

R 1 -C-X 1 -PNC-X 2 -QC-X 3 -CWCV-X 4 -C-R 2 (IBP) 

worin 

R i NH 2/ eine Aminosaure oder ein Peptid mit einer Amino- 
sauresequenz umfassend bis zu 41 Aminosauren, X, ein Peptid 
mit einer Aminosauresequenz umfassend 24 bis 31 Aminosauren, 
X 2 ein Peptid mit einer Aminosauresequenz umfassend 9 Amino- 
sauren, X 3 ein Peptid mit einer Aminosauresequenz umfassend 
10 Aminosauren, X 4 ein Peptid mit einer Aminosauresequenz um- 
fassend 18 bis 24 Aminosauren, R 2 COOH, C0NH 2 oder ein Peptid 
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mit bis zu 12 Aminosauren darstellt und cyclische, glycosy- 
lierte, phosphorylierte , acetylierte, amidierte, sulfatierte 
Derivate sowie Fragmente mit der physiologischen Fahigkeit 
des IBP. 



Das Peptid weist zellprolif erative und zellprotektive Eigen- 
schaf ten auf . 

Diese Peptide werden als Insulin-like growth factor binding 
protein (IBP) bezeichnet. 

Die erf indungsgemaSen Peptide konnen Disulf idbrucken auf- 
weisen, so da£ sie der allgemeinen Formel 



i 1 < 1 I 1 

R 1 -C-X 1 -PNC-X 2 -QC-X 3 -CWCV-X 4 -C-R 2 



entsprechen . 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm weisen die Peptide an 
einer oder mehrerer der folgenden Positionen der Aminosaure- 
sequenz ein Glycin auf. X 2 an Position 4, X 3 an Position 9, 
X 4 an Position 4 oder 5 und/oder X 4 an Position 9 oder 10. 

Es ist weiter bevorzugt, daS X 1 an der Position 8 L oder V 
ist und/oder X 1 an der Position 11 L oder I ist und/oder X 2 
an der Position 1 D oder N ist und/oder X 2 an der Position 
9 K oder R ist und/oder X 3 an der Position 3 S oder A ist 
und/oder an der Position 8 R oder A ist. 

In einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird R x aus- 
gewahlt aus 



APSEEDHSILWDAISTYDGSKALHVTNIKKWKEP, 
GGKHHLGLEEPKKLRPPPARTP 
GKGGKHHLGLEEPKKLRPPPARTP , 
GHAKDSQRYKVDYESQSTDTQNFSSESKRETEYGP, 
KVNGAPREDARPVPQGS , 
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LTQSKFVGGAENTAHPRIISAPEMRQESEQGP, 

PQAGTARPQDVNRRDQQRNPGTSTTPSQPNSAGVQDTEMGP und/oder 



ausgewahlt aus 



RIELYRWESLAKAQETSGEEISKFYL, 
QQELDQVLERISTMRLPDERGPLEHLYSLHI , 
RREMEDTLNHLKFLNVLS PRGVH I , 
QSELHRALERLAASQSRTHEDLYIIPI , 
RRHMEASLQELKASPRMVPRAVYL , 
RRHLDS VLQQLQTE VYRGAQTLYV , 



X 2 ausgewahlt aus 



NKNGFYHSR , 
DKHGLYNLK , 
DKKGFYKKK, 
DRNGNFHPK, 
DRKGFYKRK , 
DHRGFYRKR und/oder 

X 3 ausgewahlt aus 



ETSMDGEAGL , 
KMSLNGQRGE , 
RPSKGRKRGF , 
HPALDGQRGK, 
KPSRGRKRGI , 
RSSQGQRRGP und/oder 

x 4 ausgewahlt aus 

YPWNGKR I PGSPE IRGDPN , 
NPNTGKLOQGAPT1RGDPE , 
DKYGQPLPGYTTKGKEDVH , 
DRKTGVKLPGGLEPKGELD , 
DKYGMKLPGMEYVDGDFQ , 
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DRMGKSLPGSPDGNGSSS und/oder 
R 2 ausgewahlt aus 
QIYFNVQN, 

HLFYNEQQEARGVHTQRMQ , 

HLFYNEQQE , 

YSMQSK, 

HQLADSFRE , 

HTFDSSNVE , 

PTGSSG. 

Die erf indungsgemaSen Peptide lassen sich durch Aufreinigung 
aus humanem Blutf iltrat oder Urin, durch Festphasenpept id- 
synthese oder durch Expression in rekombinanten Mikro- 
organismen erhalten . 

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin die Komplexe der 
erf indungsgemaSen Peptide mit humanem Insulin-like growth 
factor- I und/oder humanem Insulin- like growth factor- I I sowie 
dessen physiologisch aktiven Fragmenten und/oder Derivaten, 
insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, phosphory- 
lierte und/oder glykosylierte Derivate . 

Gegenstand der Erfindung sind daruber hinaus Nucleinsauren, 
die fur die erf indungsgemaSen Peptide kodieren, Antisense- 
nucleotide, die unter stringenten Bedingungen an eine 
Nucleinsaure binden, die fur das erf indungsgemaSe Peptid 
kodiert, Antikorper, die an die erf indungsgemaSen Peptide 
binden, Inhibitoren, die die biologische Aktivitat der 
erf indungsgemaSen Peptiden hemmen, Inhibitoren, die die 
Expression von IBP hemmen. 

Die erf indungsgemaSen Peptide, Komplexe, Nucleinsauren, 
Ant isensenucleot ide , Antikorper und Inhibitoren eignen sich 
insbesondere zur Herstellung eines Arzneimi ttels zur Be- 
handlung der Uber- oder Unterexpression von IBP, zur Be- 
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handlung von Muskelschwund, Osteoporose, Diabetes, 
amyloidaler lateraler Sklerose, peripheren und zentralen 
Neuropathien, ' ent ziindlichen Prozessen, gestorten Ent- 
ziindungsreaktionen, Tumorerkrankungen, ent ziindlichen und neo- 
plastischen Erkrankungen , Wachstumsstorung, Erkrankung der 
Muskulatur , Erkrankung des Knochenapparates und/oder zur 
Wund- und Knochenheilung . 

Die erf indungsgemaSen Peptide und die Komplexe der Peptide 
mit Insulin-like growth factor weisen eine zellprolif erative 
Aktivitat auf . 

Die erf indungsgemaSen Peptide regulieren die Freisetzung des 
IGF- 1 und IGF- II aus den Komplexen an ihrem Wirkort . Die 
Coadministration der erf indungsgemaSen Peptide mit IGF -I oder 
IGF- II verlangert die biologische Halbwertzeit und damit die 
Verfugbarkeit der let ztgenannten . Die durch Injektion von 
freiem IGF-I oder IGF-II induzierte Hypoglykamie wird durch 
die Coadministration der erf indungsgemaSen Peptide ver- 
hindert . 

Die erf indungsgemaSen Peptide haben desweiteren eine wachs- 
tumsf ordernde Wirkung auf Knochenzellen und fuhren zu einer 
Verstarkung oder Modulation der Wirkung von Wachstums- 
hormonen . 

In einer bevorzugten Ausf lihrungsf orm sind die erf indungs- 
gemaSen Peptide, Komplexe, Nucleinsauren, Antisense- 
nucleotide, Antikorper und Inhibitoren in einer pharma- 
zeutisch ublichen Darreichungsf orm in einem Arzneimittel 
enthalten. Sie eignen sich zur oralen, intravenosen, intra- 
muskularen, intracutanen, intrathekalen Anwendung oder als 
Aerosol zur transpulmonalen Applikation. Die Menge an zu 
verabreichenden Peptid betragt 1 /xg bis 1 g pro Darreichungs- 
einheit pro Tag. 



Die erf indungsgemaSen Nucleinsauren und/oder Antisense- 
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nucleotide eignen sich auch zur Herstellung eines Medikamen- 
tes zur Behandlung somatischer oder nicht - somat ischer Gen- 
erkrankungen . 



Das erfindungsgemaSe Diagnostikmittel enthalt die erfindungs- 
gemaSen Peptide, Komplexe, Nucleinsauren , Antisense- 
nucleotide, Antikorpern und/oder Inhibitoren. 

Bevorzugterweise enthalt das Diagnostikmittel poly- oder 
monoklonale Antikorper gegen das erf indungsgemaSe Peptid, 
wobei die Antikorper fluoreszenz- oder radioakt iv-markiert 
sein konnen, um in den bekannten ELISA oder RIA eingesetzt 
werden zu konnen. Jedoch kann das Diagnostikmittel auch 
Nucleinsauren enthalten, die in modif izierter oder markierter 
Form in dem Fachmann bekannten Tests wie PCR oder Finger- 
printing zum Einsatz kommen. 

Die erf indungsgemaSen Diagnostikmittel eignen sich insbe- 
sondere zur Diagnose von Funk t i on s s 1 6 r unge n des Knochens , 
der Muskeln, des Nervensystems, der Lymphorgane , des Magen- 
Darm-Traktes, des Immunsystems, von Diabetes, inflammato- 
rischen und neoplast ischen Prozessen sowie als Marker bei 
Krebs . 



Die Auf reinigung des erf indungsgemaSen Peptids bzw. seine 
Komplexes wird durch die nachf olgenden Beispiele erlautert : 



Beispiel 1 

Aufreinigung und pept idchemische Analyse des IBP-2-13 



Die erf indungsgemaSen Peptide sind durch ein Re inigungsver- 
fahren ausgehend vom humanem Hamofiltrat erhaltlich. Dieses 
patentierte Verfahren (Forssmann, W.-G. (1988), Of f enlegungs - 
schrift DE 36 33 707 Al ) , welches fur die Gewinnung von 
EiweiSstof f en aus Hamofiltrat entwickeit wurde , wurde in 
modif izierter Form auch zur Aufreinigung des Pept idkomplexes 



eingeset zt . 



Hamofil tra.t -Batch- Extrakt ion 

Hamofiltrat fallt bei der Ultrafiltration des Blutes von 
Nierenkranken in gro/3en Mengen an. 

800 bis 1.000 1 Hamofiltrat werden mit HC1 auf einen pH-Wert 
von 2,7 eingestellt und mit Wasser auf eine Leit f ahigkei t 
von 5,5 mS/cm verdiinnt und mit einer Flu/Srate von 3 1/min 
auf einen starken Kat ionenaustauscher aufgetragen. 

Chromatographiebedincruncren : 

Saule: Vantage VA 250 (Amicon, Witten) 

Sauienmaterial : Fractogei TSK SP 650 (M) , 25 cm x 20 cm 
FlujS: 3 1/min 

Detektion: . 280 nm, pH, Leit f ahigkeit 
Puffer A: Hamofiltrat pH 2,7, Leit f ahigkeit 

5 , 5 mS/cm 

Puffer B: 0,5 M Ammoniumacetat 

r^^aj^ . auluj^xiul uuruiiidLuyidpiiiesyscem, 

(PerSeptive Biosystems, Wiesbaden) 

Nach Auftragung der insgesamt 1.000 1 Flussigkeit iiber Nacht 
wird mit mehreren Saulenvolumina 5 mM HC1 gespiilt . Die 
Elution der gebundenen Peptide erfolgt als Batch-Elution mit 
0,5 M Ammoniumacetat. Hierbei wird eine komplette Elution 
der Peptide iiber steigenden pH-Wert (6,8 bis 7,2) und 
steigende Leit f ahigkeit (56 mS/cm) in etwa 5 1 Eluat er- 
reicht . 



Erste praparative Auftrennuna 



Die Ammoniumacetat -Eluate der Batch-Ext rakt ion werden in 
Mengen von 5.000 bis 10.000 1 Hamof iltrat-Peptid vereinigt. 
Nach pH-Einstellung auf 2,7 wird das Pept idext rakt unter 
Zumischung von VE-Wasser mit einer Leit f ahigkeit von 5,5 




mS/cm auf den praparativen Kat ionenaus tauscher aufgetragen. 

Chromatographiebedingunqen : 
Saule: Vantage 250 VA 

Saulenmaterial : Fractogel TSK SP 650 (M) , 25 cm x 20 cm 
Flu/?: bis zu 3 1/min wahrend des Auf trages , 0,5 

bis 1 1 wahrend der Elution 
Detektion: 280 rim, pH, Leit f ahigkeit 

Probe: Hamof iltrat pH 2,7, Leit f ahigkeit 

5 , 5 mS/cm 

Anlage : Autopilot Chromatographiesystem, 

(PerSeptive Biosystems, Wiesbaden) 

Nach Auftrag des Rohextraktes iiber 240 min wird die Saule 
mit 0,01 M HCl gespiilt, bis die Leit f ahigkeit unter 1 mS/cm 
ist . Die Elution erfolgt dabei in mehreren Stufen mit den 
im folgenden angegebenen Puffern 
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Puffer 


pH-Wert 


Puf f ersubstanzen 


Leitf ahigkei t 
(mS/cm) 


Waschpuf fer 


2, 0 


0,01 M HC1 


1 


Elut ionspuf f er 1: 


3,6 


0,1 M Zitronensau- 
re - 1 - hydra t 


2, 9 


Elut ionspuf f er 2: 


4,5 


0,1 M Essigsaure + 
0,1 M Nat r iumacet at 


4,0 


Elut ionspuf fer 3: 


5 , 0 


0,1 M Apfelsaure 


6 , 2 


Elut ionspuf fer 4 : 


5 , b 


0,1 M Bern- 
steinsaure 


D , J_ 


Elutionspuf f er 5: 


6, 6 


0,1 M NaH 2 P0 4 


4,9 


Elut ionspuf fer 6: 


7,4 


0,1 M NaH 2 P0 4 


6,7 


Elut ionspuf fer 7: 


9,0 


0,1 M Ammoniumcar- 
bonat 


6,7 



Die Eluate 1-7 werden als pH-Pool 1-VII bezeichnet. Sie 
werden separat gesammelt und abschlie/3end mit VE-Wasser 
gespult. Die Elution erfolgt bis zum Erreichen einer neuen 
Basislinie, wobei fur die einzelnen pH-Pools I bis VII 
Elutionsvolumina von 10 bis 25 1 erreicht werden. 

Zweite praparative Auf trennuna : 



Die einzelnen pH- Pools werden zur Frakt ionierung und gleich- 
zeitigen Entsalzung iiber eine Reverse Phase Chromatographie 
getrennt 
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Chromatographiebedinqungen : 



De tekt ion 



Saule : 



Saulenmaterial : 



Flu/3 : 



FineLine 100 (Pharmacia, Freiburg) 
Source RPC, 15 /im 10 x 12,5 cm 
(FineLine 100) 
150 mL/min (FineLine 100) 
280 nm, Leit f ahigkeit , pH 



Puffer A 



10 mM HC1 



Puffer B 



80 



Acetonitril in 10 mM HC1 



Gradient 



0 bis 60% Puffer B in 5 Saulenvolumen 



Nach Auftrag der pH-Pools wird die Saule mit Puffer A ge- 
spiilt. Wahrend der Elution werden Fraktionen zu 200 ml 
gesammelt . Aliquots der Fraktionen werden im Bioassay ge- 
testet . Die Fraktionen werden gef riergetrocknet und bei -20°C 
gelagert . 

Semipraparat ive Reverse - Phase C18 -Chromatographie : 

Die im Assay bioaktiven Fraktionen 11 und 12 aus pH-Pool V 
wurden iiber eine semipraparat ive Reverse-Phase Saule aufge- 
trennt . Die Fraktionen 21 bis 25 enthielten die erfindungs- 
gema/Se Substanz . 

Chromatoaraphiebedinaunaen : 
Saule: 4,7 cm x 30 cm Stahlsaule 

Fullmaterial : Vydac RP-C18 15-20 /im, 300 A 
Puffer A: 0,1% TFA 

Puffer B: 0,1% TFA, 80% Acetonitril 

Gradient: 5 bis 50% B in 45 min, 



50 bis 100% B in 10 min 



Flu/3 : 



42 ml/min 



Detekt ion : 



214 nm und 28 0 nm 



Chromatographieanlage : BioCad 

Fraktionen: a 1,5 min ab Start des Gradienten 




Semipraparat ive Reverse-Phase C18 -Chromatographie : 

Die bioaktiven Fraktionen 21 bis 25 aus der vorhergehenden 
Chromatographie wurden liber die gleiche semipraparat ive 

Reverse Phase Saule auf getrennt . Als Laufmittel wurde jedoch 
Methanol verwendet . Die Fraktion 24 enthielt die erfindungs- 
gema/3e Substanz. 

ChromatographiebedinQungen : 



Saule : 

Fuilmateriai 
Puffer A: 
Puffer B 
Gradient 



Flu/6: 

Detekt ion : 



4,7 cm x 30 cm Stahlsaule 

Vydac RP-C18 15-20 fim, 3 00 A 

0,1% TFA, 20% Methanol 

0,1% TFA, 100% Methanol 

0 bis 20% B in 6,5 ruin, 

'20 bis 80% B in 55 min, 

80 bis 100% B in 13 min 

3 0 ml /min 

214 nm und 2 80 nm 



Chromatographieanlage : BioCad 
Fraktionen: a 1,5 min ab Stan 

Kationenaustauschchromatocrraphie : 

Die bioaktiven Fraktionen 19 und 2 0 aus der vorhergehenden 
Chromatographie wurden iiber eine Kat ionenaustauscher-Saule 
auf getrennt. Die Fraktionen 45 bis 47 enthielten die er- 
f indungsgema/3e Substanz. 



Chromatoaraphiebedingunaen : 



Saule : 

Fuilmateriai 
Puffer A: 
Puffer B 
Gradient 

FlujS: 



1 cm x 5 cm Stahlsaule 
Pepkat, Biotek 5 jzm, 300 A 

20 mM Natriumphosphat , pH 3,0 

2 0 mM Natriumphosphat, pH 3,0, 1,5 M NaCl 
0 bis 50% B in 50 min, 

50 bis 100% B in 10 min 

3 ml/min 




Detektion: 280 nm 

Chromatographieanlage : BioCad Sprint 
Fraktionen: a 1,5 min ab Start des Gradienten 

Analvtische Reverse - Phase Chromatocrraphie : 

Die bioaktiven Fraktionen 45 bis 47 aus der vorhergehenden 
Chromatographie wurden sukzessive in mehreren identischen 
Laufen iiber eine Reverse Phase - Saule aufgetrennt . Die 
Fraktion 56 enthielt die erf indungsgema/?e Substanz. 



Chromatographiebedingungen : 
Saule: 1 cm x 25 cm Stahlsaule 

Fullmaterial: Vydac RP-C18 5 ^m, 300 A 
Puffer A: 0,1% TFA 

Puffer B: 0,1% TFA, 80% Acetonitril 

Gradient: 5 bis 50% B in 45 min, 

50 bis 100% B in 10 min 
2 ml/min 
220 nm 

Chromatographieanlage : Kontron 

Fraktionen: a 1 min ab Start des Gradienten 



Flu/8 : 

Detektion : 



Zweite Analvtische Reverse-Phase C18 -Chromatographie : 

Die bioaktive Fraktion 56 aus dem vorhergehenden Trennschritt 
wurde auf einer analytischen Reverse-Phase Saule weiter auf- 
gereinigt . 



Chromatographiebedingungen : 



Saule : 

Fullmaterial 
Puffer A; 
Puffer B 
Gradient 

Flu/8: 



0,46 cm x 25 cm Stahlsaule 
YMC RP-C18, 5 fim, 300 A 
0 , 1% TFA 

0,1% TFA, 80% Acetonitril 
15 bis 50% B in 75 min, 
75 bis 100% B in 10 min 
0 , 7 ml / min 




Detektion: 214 nm 

Chromatographieanlage : Kontron 

Dritte Analvtische Reverse-Phase C3 - Chromatographic ; 

Ein Teil der bioaktiven Fraktion 45 aus dem vorhergehenden 
Trennschritt wurde direkt der Massen- und Sequenzanalyse 
unterzogen. Ein anderer Teil wurde reduziert und alkyliert 
(wie unter Beispiel 2 beschrieben) und dann auf einer 
analytischen Reverse-Phase Saule weiter auf gereinigt . 

Chroma tog r a ph i ebe d i ngunge n : 

Saule: 0,1 cm x 15 cm Stahlsaule 

Fullmaterial : Zorbax RP- C3 , 5 /xm, 300 A Analytik verwandt 
wird, deutlich. 

MassenbestimmungGn 

Alle Massenbestimmungen der unmodif izierten und modif izierten 
Peptide wurden auf einem. MALDT-TOF Msssenspektrometer dnrnh- 
gefuhrt. Die Molekulmassen der Peptide wurden als 

IGF-II, 7471 Da; 
IBP-2, 12 681 Da; 
IBP-2, 12 865 Da 

best immt . 

Bestimmung von Cysteinen/Modif izierung von Peptiden 

Cysteine lassen sich nach vorheriger chemischer Derivati- 
sierung, zum Beispiel nach Reduktion mit /3-Mercaptoethanol 
und Carboxamidomethylierung mit Iodacetamid, in der Peptid- 
Sequenzierung nachweisen. Nach der Derivat isierung schlie/3t 
sich eine Entsalzung vorzugsweise uber eine analytische 
Reverse-Phase Chromatographie mit einer Vydac RP-C18 Saule 




(4,6 mm x 25 cm) an, Ein Teil der so modif izierten Peptide 
werden der Sequenzanalyse zugefiihrt, mit dem anderen Teil 
ergeben die Massenbest immungen ein entsprechendes Molekular- 
gewicht . Aus der Massendif ferenz zum nativen Peptid wird 
geschlossen, da/3 die Peptide aus Hamofiltrat sechs Cysteine 
enthalten, welche zudem mit drei Disul f idbriicken unter- 
einander verbunden sind. 

Sequenz best immune? 

Sowohl die auf gereinigten nativen als auch die carboxamido- 
methylierten Peptide werden mittels Edman-Abbau auf einem 
ABI 473 A Sequenzer unter Verwendung des St andard- Programms 
analysiert . 

Die Proben werden auf eine Polybrene -Membran in Mengen 
zwischen 100 und 4 00 pmol aufgetragen. In Ubereinst immung 
mit den Ergebnissen der Massenbest immungen ergaben sich 
folgende N-terminale Sequenzen: 

IBP-2-13, MW 12681 

(reduziertes und mit Jodacetamid modif iziertes Molekiil, MW 
13045) 

Aminos auren 

GGKHHLGLEEPKKLRPPPARTPCQQELDQV. . . 
IBP-2-13, MW 12865 

(reduziertes und mit Jodacetamid modif iziertes Molekiil , MW 
13223) 

Aminosauren 

GKGGKHHLGLEEPKKLRPPPARTPCQQELDQV. . . 

IGF-II, MW 7471 
Aminosauren 
AYRPSETLCGGEL . . . . 



Der C-Terminus wurde durch den Vergleich der gemessenen 
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Molekularmasse mit der aus der Sequenz berechneten Masse 
bestimmt . Die Ubereins t itnmung dieser Massen liegt in der 
Me^genauigkeit des MALDI -TOF-Massenspekt rometers von 0,1% 
der Gesamtmasse. 

Datenbankvercrleich 



Ein Datenbankvergleich wurde mit Hilfe des HUSAR-Programm- 
pakets an den SwissProt und EMBL-Nucleinsaure Datenbanken 
durchgefiihrt . Die Pept idsequenzen besitzt eine hundert- 
prozentige I dent it at zu den aus der cDNA abgeleiteten Amino- 
sauren des humanen IBP- 2 bzw. zur Aminosauresequenz von IGF- 
II. 

IBP-2 wurde bisher als ein 34 kD grofies Bindungsprot ein be- 
schrieben, dessen vollstandige Sequenzanalyse durch Analyse 
der zugehorigen cDNA (Binkert, C. et al., EMBO Journal Vol. 
8 (1989), Seiten 2497 bis 2502) erf olgte . IGF-II und auch 
IGF- I, welches ebenfalls an IBP-2 bindet, wurden dagegen in 
ihrer Struktur auf Protein- und DNA-Sequenzebene schon 
urnf angrexch beschrieben (als Review: Rechler, M.M., & 
Nissley, S.P. (1990) Insulin-like growth factors In: Peptide 
growth factors and their receptors (Spori, M.B., Roberts, 
A.B. eds.), Seiten 263 bis 367, Springer- Verlag, Berlin). 

Beispiel 2 



Bestimmung der biologischen Aktivitat des IGF/IBP-2-13 

Die Isolierung des IGF/IBP-2-13 erfolgte anhand seiner 
biologischen Aktivitat in einem Uberlebensassay der PC-12 
(Pheochromocytom-Zellen) -Zellinie. Dazu wurden jeweils 
Aliquots der unter Beispiel 1 beschriebenen einzelnen 
Chromatographiestufen gef riergetrocknet und anschlie/3end dem 
biologischen Assay zugefuhrt. Die Fraktionen, die jeweils 
ein positives Signal ergaben, wurden der weiteren Auf- 
reinigung unterzogen . 




Der Assay mijSt das Uberleben der Zellen, nachdem sie serum- 
frei gehalten wurden, indem 24 Stunden nach Serumentzug die 
Aktivitat mitochondrialer Enzyme bestimmt wird. Als Positiv- 
Kontrolle wird in diesem Assay Nervenwachstumsf aktor (NGF) 
oder fotales Kalberserum (FCS) eingesetzt . 

In 96 Loch-Platten werden 10.000 PC-12 Zellen pro Loch in 
serumfreien Medium ausgesat. Es erfolgt die Zugabe von 
Aliquots (ca. 100 ml Aquivalent des Ausgangsmater ials ) in 
die wells. 20 Stunden spater wird die Uberlebensrate der 
Zellen mittels eines Wst-1 Substrats gemessen. Dieses 
Substrat wird von mi t ochondrialen Enzymen umgesetzt Die 
entstehende Farbstof f intensitat wird bei 405 nm im ELI SA- 
Reader gemessen, die Ref erenzwellenlange liegt dabei bei iiber 
6 0 0 nm . 

Der IGF/IBP-2-13 Komplex besitzt in dosisabhangigerweise eine 
iiberlebensf orderende Wirkung auf PC-12 Zellen. Diese Zellen 
entsprechen neuronalen Vorlauf erzellen, so da/8 man davon aus- 
gehen kann, das IGF/IBP-2-13 ein neuroprotekt iver Faktor ist. 

Beispiel 3 

Aufreinigung des erf indungsgemaSen Peptids IBP-4-11 

Die Aufreinigung des erf indungsgemaSen Peptid IBP-4-11 
erfolgte bis zur Stufe der zweiten praparativen Auftrennung 
vollig analog zu der unter Beispiel 1 beschriebenen Auf- 
reinigung des IBP-2-13. Die weitere Aufreinigung erfolgte 
durch 

Analytische Reverse-Phase CI 8 - Chromatographie : 

Die im Assay bioaktive Fraktion 33 aus pH-Pool IV 
wurden uber eine analytische Reverse -Phase- Saule aufge- 
trennt . Die Frakton 34 enthielt die erf indungsgemaSe 
Substanz . 
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Chramatoaraphiebedingunaen : 
Saule: 1 cm x 25 cm Stahlsaule 

Fullmaterial : Vydac RP-C4 5 ym, 300 A 
Puffer A: 0,1% TFA 

Puffer B: 0,1% TFA, 80% Acetonitril 

Gradient: 0 - 80% B in 80 min, 

80 - 100% B in 10 min 
2 , 5 ml/min 
23 0 nm 

Chromatographieanlage : Kontron 

Fraktionen: a 1 min ab Start des Gradienten 



Flu/?: 

Detektion : 



Massenbes.t immunaen 



Die Massenbestiramungen wurden auf einem Elektrospray-Massen- 
spektrometer durchgef uhrt . Die Molekiilmasse des Peptids 
wurden als 



IBP-4-11, 11 344 Da 



bestimmt . 



Seouenzbestimmuna 



Die Amionsauresequenz des auf gereinigten nativen, biologisch 
aktiven Peptids IBP-4-11 wurde wie unter Beispiel 1 auf der 
Seite 13 beschrieben durchgef iihrt . 

Es ergab sich die folgende N-terminale Sequenz: 
IBP-4-11, MW 11344 Da 



KVNGAPREDARPVPQGSXQSELI IRALERL . 

Der C-Terminus wurde durch den Vergleich der gemessenen 
Molekularmasse mit der aus der Sequenz berechneten Masse 
bestimmt. Die Ubereinst immung dieser Massen liegt in der 



Messgenauigkeit des Elekt rospray-Massenspekt rometers von 
0,1% der Gesamtmasse . 

Datenbankvergleich 

Ein Datenbankvergleich wurde mit Hilfe des HUSAR- Programm- 
pakets an den- SwissProt und EMBL-Nucleinsauredatenbanken 
durchgef iihrt . Die Pept idsequenz besitzt eine hundert- 
prozentige Identitat zu den aus der cDNA abgeleiteten Amino- 
sauren des humanen IBP-4 . 

Bestimmung der Schwef elbriickenverknupf una des IBP-4-11 

Die Analyse der Schwef elbriickenverknupf ung erfolgte, indem 
das native Peptid IBP-r-11 parallel in zwei verschiedenen 
Ansatzen mit den Endoproteasen Chymotrypsin und Arg-C ge- 
spalten wurde. Die erhaltenen Spalt f ragmente wurden dann 
mittels analytischer Reverse Phase Chromatographic von- 
einander getrennt und der Molekularmassen- und Sequenzanalyse 
unterzogen. Folgende Fragmente, welche jeweils zwei Cysteine 
und eine Schwef elbriicke enthalten, wurden erhalten: 

HPKQCHPALDGQRGKCW , MW 1960 



CVDRKTGVKLPGGLEPKGELDCHQLADSF, MW 3112 

PVPQGSCQSELHR 

' 1 MW 3236 

THEDLY I 1 P I PNCDR 

Daraus ist ersichtlich, daE. im nativen IBP-4 
brucken zwischen Cystein 1 und 2, zwischen 
sowie zwischen Cystein 5 und 6 ausgebildet 

Beispiel 4 

Bestimmung der biologischen Aktivitat des IBP-4-11 
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-11 die Schwefel- 
Cystein 3 und 4 
sind . 
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Die Isolierung des IBP-4-11 erfolgte anhand seiner bio- 
logischen Aktivitat in einem Prolif erationsassay mit primaren 
Knochenzellen (Osteoblasten) , die zunachst aus Schadeldecken 
von Rattenembryonen isoliert werden 

Dazu wurden jeweils Aliquots der unter Beispiel 3 be- 
schriebenen einzelnen Chromatographiestuf en gef riergetrocknet 
und anschlieSend dem biologischen Assay zugefuhrt. Die 
Fraktionen, die jeweils ein positives Signal ergaben, wurden 
der weiteren Aufreinigung unterzogen. Der Assay miSt die 
Proliferation der Zellen, indem 48 oder 72 Stunden nach 

^^^a^v ^.^-j. ±- cXjx. * — i_ wxx^xi — i- uj-ii^du vuii iauj.uaALX vein ±11 yTCI -LUl _L 1 1 1 

also die DNA-Syntheserate, bestimrnt wird. Als Positiv- 
Kontrolle wird in diesem Assay Transforming Growth Factor- 
beta (TGF-beta) oder fotales Kalberserum (FCS) eingesetzt. 
In 96 Loch-Platten werden 5.000 Osteoblasten- Zellen pro Loch 
in serumhaltigem Medium ausgesat . Es erfolgt die Zugabe von 
Aliquots (ca. 100 ml Aquivalent des Ausgangsmaterials ) in 
die wells. 48 oder 72 Stunden spater wird die Prolif erations- 
rate (DNA-Syntheserate) der Zellen mittels der Zugabe und 
des Einbaus von radioaktivem Thymidins gemessen. Das Pept-id 
IBP-4-11 besitzt in dosisabhangigerweise eine prolif erations- 
forderende Wirkung auf diese primaren Osteoblasten. Diese 
Zellen entsprechen typischen Knochenzellen, so dag man davon 
ausgehen kann, das IBP-4-11 ein osteoanaboler Faktor ist . 
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Anspruche 

Peptide mit der Aminosauresequenz der Formel 

R 1 -C-X 1 -PNC-X 2 -QC-X 3 -CWCV-X 4 -C-R 2 ( IBP) 
worin 

R x NH 2/ eine Aminosaure oder ein Peptid mit einer Amino- 
sauresequenz umfassend bis zu 41 Aminosauren, X a ein 
Peptid mit einer Aminosauresequenz umfassend 24 bis 31 
Aminosauren, X 2 ein Peptid mit einer Aminosauresequenz 
umfassend 9 Aminosauren, X 3 ein Peptid mit einer Amino- 
sauresequenz umfassend 10 Aminosauren, X 4 ein Peptid mit 
einer Aminosauresequenz umfassend 18 bis 24 Amino- 
sauren, R 2 COOH, CONH 2 oder ein Peptid mit bis zu 12 
Aminosauren darstellt und cyclische, glycosylierte, 
phosphorylierte , acetylierte, amidierte, sulf atierte 
Derivate sowie Fragmente mit der physiologischen Fahig- 
keit des IBP. 

Peptide gemaS Anspruch 1 mit Disulf idbrucken der Formel 

R, - C-X.-PNC - X 2 - QC-X 3 -iwCV-X 4 -C - R 2 

Peptide gemaS einem der Anspruche 1 und/oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daS X 2 an Position 4 seiner Aminosaure- 
sequenz ein Glycin aufweist und/oder X 3 an der Position 
9 seiner Aminosauresequenz ein Glycin aufweist und/oder 
X 4 an der Position 4 oder 5 seiner Aminosauresequenz ein 
Glycin aufweist und/oder X 4 an der Position 9 oder 10 
seiner Aminosauresequenz ein Glycin aufweist. 

Peptide gemaS mindestens einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, da£ X, an der Position 8 oder 
V ist und/oder X. an der Position 11 oder I ist und/oder 
X 2 an der Position 1 D oder N ist und/oder X~ an der 




Position 9 K oder R ist und/oder X 3 an der Position 3 
S oder A ist und/oder an der Position 8 R oder A ist. 

5. Peptide gemaS mindestens einem der Anspruche 1 bis 4, 

dadurch gekennzeichnet, daS R 1 ausgewahlt wird aus 

APSEEDHS ILWDAISTYDGSKALHVTNIKKWKEP , 
GG KHHLGLE E PKKLR P P PART P 
GKGGKHHLGLEEPKKLRPPPARTP , 
GHAKDSQRYKVDYESQSTDTQNFSSESKRETEYGP, 
KVNGAPREDARPVPQGS , 

LTQSKFVGGAENTAHPRI ISAPEMRQESEQGP , 
PQAGTARPQDVNRRDQQRNPGTSTTPSQPNSAGVQDTEMGP. 

6. Peptide gemaS mindestens einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daS X 1 ausgewahlt wird aus 

RIELYRWESLAKAQETSGEEISKFYL, 
QQELDQVLERISTMRLPDERGPLEHLYSLHI , 
RREMEDTLNHLKFLNVLS PRGVH I , 
QSELHRALERLAASQSRTHEDLYIIPI , 
RRHMEAS LQE LKAS PRMVPRAVYL , 
RRHLDSVLQQLQTEVYRGAQTLYV . 

7. Peptide gemaS mindestens einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daft X 2 ausgewahlt wird aus 

NKNGFYHSR , 
DKHGLYNLK , 
DKKGFYKKK , 
DRNGNFHPK, 
DRKGFYKRK, 
DHRGFYRKR . 

8. Peptide gemaS mindestens einem der Anspruche 1 bis 1, 
dadurch gekennzeichnet, daS X 3 ausgewahlt wird aus 




ETSMDGEAGL, 
KMSLNGQRGE, 
RPSKGRKRGF , 
HPALDGQRGK, 
KPSRGRKRGI , 
RSSQGQRRGP . 

9. Peptide gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet , daS X 4 ausgewahlt wird aus 

YPWNGKRI PGSPEIRGDPN , 
NPNTGKLOQGAPTIRGDPE , 
DKYGQPLPGYTTKGKEDVH , 
DRKTGVKLPGGLEPKGELD , 
DKYGMKLPGMEYVDGDFQ , 
DRMGKSLPGSPDGNGSSS . 

10. Peptide gemaE, mindestens einem der Anspriiche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daS R 2 ausgewahlt wird aus 

QIYFNVQN,- 

HLFYNEQQEARGVHTQRMQ , 

HLFYNEQQE , 

YSMQSK, 

HQLADSFRE , 

HTFDSSNVE , 

PTGSSG. 

11. Verfahren zur Herstellung der Peptide gemaS mindestens 
einem der Anspriiche 1 bis 10 durch Aufreinigung aus 
humanem Blutf iltrat oder Urin, durch Festphasenpept id- 
synthese oder durch Expression in rekombinanten Mikro- 
organismen . 

12. Komplexe von Peptiden gemag mindestens einem der An- 
spriiche 1 bis 10 mit hIGF-I (humaner Insulin-like 
growth factor-I, MW 7649) oder hIGF-II (humaner 
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Insulin-like growth factor-II, MW 7491) sowie dessen 
biologisch aktive Fragmenten und/oder Derivaten, ins- 
besondere amidierten, acetylierten, sulf at ierten , 
phosphorylierten und/oder glykosylierten Derivaten. 

Nucleinsaure, dadurch gekennzeichnet, dafi sie fur 
Peptide gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 bis 10 
kodiert . 

Antisensenucleotid, dadurch gekennzeichnet, daS es 
unter stringenten Bedingungen eine Nucleinsauresequenz 

K"i nrlof- t Q f i"i v ^ n "Dz-M^-f 1^3 « ^ ™ /? . : 3 i_ _ j _-i 

Anspruche 1 bis 10 kodiert. 

Antikorper, dadurch gekennzeichnet, dafi er an ein 
Peptid gemaS mindestens einem der Anspruche 1 bis 10 
bindet . 

Inhibitor, dadurch gekennzeichnet, daS er die bio- 
logische Aktivitat von Peptiden gemaS mindestens einem 
der Anspriiche 1 bis 10 hemmt . 

Inhibitor, dadurch gekennzeichnet, daS er die Ex- 
pression von Peptiden gemaE mindestens einem der 
Anspriiche 1 bis 10 hemmt. 

Verwendung von Peptiden gemaS mindestens einem der 
Anspruche 1 bis 10, Komplexen gemaS Anspruch 12, 
Nucleinsauren gemaS Anspruch 13, zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung der Unterexpression von 
IBP. 

Verwendung von Ant isensenucleot iden gemaS Anspruch 14, 
Antikorpern gemaS Anspruch 15, Inhibitoren gemaS An- 
spruch 16 und/oder Inhibitoren gemaE Anspruch 17 zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung der 
Uberexpression IBP . 




20. Verwendung von Peptiden gemafi mindestens einem der An- 
spruche 1 bis 10, Komplexen gemafi Anspruch 12, Nuclein- 
sauren gemafi Anspruch 13, Ant isensenucleot iden gemaS 
Anspruch 14, Antikorpern gemafi Anspruch 15, Inhibitoren 
gemaS Anspruch 16 und/oder Inhibitoren gemafi Anspruch 
17 zur Behandlung von Muskelschwund, Osteoporose, 
Diabetes, amyloidaler lateraler Sklerose, peripheren 
und zentralen Neuropat hien , ent zundlichen Prozessen, 
gestorten Ent zundungsreakt ionen, Tumorerkrankungen , 
entzundlichen und neoplast ischen Erkrankungen , Wachs- 
tumsstorung, Erkrankung der Muskulatur, Erkrankung des 
Knochenapparates und/oder zur Wund- und Knochenheilung . 

21. Arzneimittel enthaltend Peptide gemafi mindestens einem 
der Anspruche 1 bis 10, Komplexe gemafi Anspruch 12, 
Nucleinsauren gemafi Anspruch 13, Ant isensenucleot iden 
gemaS Anspruch 14, Antikorpern gemafi Anspruch 15, 
Inhibitoren gemafi Anspruch 16 und/oder Inhibitoren 
gemafi Anspruch 17 in einer pharmazeutisch ublichen Dar- 
reichungs.form zur oralen, intravenosen , intramusku- 
laren, intracutanen , intrathekalen Anwendung oder als 
Aerosol zur t ranspulmonalen Applikation. 

22. Verwendung der Nucleinsaure gemafi Anspruch 13 und/oder 
der Antisensenucleotide gemafi Anspruch 14 zur Her- 
stellung eines Medikamentes zur Behandlung somatischer 
oder nicht-somatischer Generkrankungen . 

23. Diagnostikmittel enthaltend Peptide gemafi mindestens 
einem der Anspruche 1 bis 10, Komplexe gemafi Anspruch 
12, Nucleinsauren gemafi Anspruch 13, Antisense- 
nucleotide gemafi Anspruch 14, Antikorpern gemafi An- 
spruch 15, Inhibitoren gemafi Anspruch 16 und/oder 
Inhibitoren gemafi Anspruch 17 sowie weitere Hilfs- 
mi ttel . 



Verwendung der Diagnostikmittel gemafi Anspruch 23 



Diagnose von Funkt ionsstorungen des Knochens, der 
Muskeln, des Nervensystems, der Lymphorgane, des Magen- 
Darm-Traktes , des Immunsystems , von Diabetes, inflamma- 
torischen und neoplastischen Prozessen sowie als Marker 
bei Krebs . 



• • • • 

• • • • 

• • • ♦ 

• • • • • • 



• • • • • • 
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Zusammenfas sung 



Peptide mit der Aminosauresequenz der Formel 



R 1 -C-X 1 -PNC-X 2 -QC-X 3 -CWCV-X 4 -C-R 2 (IBP) 



worm 



R i NH 2 , eine Aminosaure oder ein Peptid mit einer Aminosaure- 
sequenz umfassend bis zu 41 Aminosauren, X, ein Peptid mit 
einer Aminosauresequenz umfassend 24 bis 31 Aminosauren, X 2 
ein Peptid mit einer Aminosauresequenz umfassend 9 Amino- 
sauren, X 3 ein Peptid mit einer Aminosauresequenz umfassend 
10 Aminosauren, X 4 ein Peptid mit einer Aminosauresequenz um- 
fassend 18 bis 24 Aminosauren, R 2 COOH, CONH 2 oder ein Peptid 
mit bis zu 12 Aminosauren darstellt und cyclische, glycosy- 
lierte, phosphorylierte , acetylierte, amidierte, sulfatierte 
Derivate sowie Fragmente mit der physiologischen Fahigkeit 
des IBP. 
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Schematische Grundstruktur'der^GFBf^'s* * 
IGFBP 1 - 6 
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insges. jew. 250-350 Aminosauren 



NH2 — 



12 Cys 



6 Cys 




Konsensus - Sequenz der C-terminalen IGFBP-Domane 
und Schwefelbruckenverknupfung 



(17,42) C (27,33) PNC (3) G (5) QC (8) GXCWCV (3,4) G (4) G (9,10) C (6 



Figur 2 



